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　　　L－fQrm　was　derived　fエom　one　of　the　strains　Of　streptococcus　lactis（Group　N　Strept．ococcus　No．7963）
by　the　penicillin　gradient　Inethod．．　The　high　osmolarity　not　requiring　L－form　strain（designated　as　N　O5，
tentatively）was　isol．ated　from　the　culture　of　the　a1）ove－mentioned　L－form．strain（designated　as　N　35，
te．ntatively）according　to　the　method　described　by　S．　Maekawa　in　our　laboratory　previously．
　　　．Th．e　dif〔erences　of　the　metabolic　activities　between　these　two　kinds　of　L－form　strain　were　i．nvestigated
and　the　following　resul．ts　were　obtained．
　　　　1．Both　strains　acquired　the　abili．ty　tQ　grQw　in　broth　without　an　addition　Of　seru．m　and　penicillin
during　the　course　of　the　s．ucce．ssive　culture　of　more　than　50　ti．me．s．
　　　2．N35　requires　high　osmolarity　of　the　medium　for　a　luxuriant　growth　and　the　optimum　concentra－
tion　of　NaCl　in　the　br．oth　for　growth　was　3．5～47％．　However，　NO5　can．gro．w　in　the　ordinary　broth
containing　O．5％NaCI　and　the　optimu皿concentration　of　NaCl　in　the　medium　for　grQwth　w．as　O．9～2・！％・
　　　3．The　quantities　of　lactic　acid　produced　by　the　resting＝cells　of　these　L－form　us三ng　glucose　as　a
sub．strate　were　estimated　as　the　indicatQr　of　the　metabolic　activities　of　the　L－for皿cells，　and　it　was　noted
that　NO5　cells　showed　higher　me．tabolic　activitie．s　than　N　35　as　a　result　of　estimation　of　lactic　acid　pro－
duced　per　mg　protein　of　these　cells．
　　　4．Each　L－form　strain　was　separate．d　into　the　following　2　groups　of　cells　by　dif［er．ential．centrifuga－
tion；namely　large　ceUs　and　small　cells，　and　the　small　cells　of　either　of　N　35－or　NO5－celis　showed　a
higher　metabolic　activity　than　tlle　large　cells　of　either　of　N　35－or　N　O5－cells　respectively．
　　　5，Since　N　35　cells　could　nQt　maintain　their　complete　cell　structure　in　the．hypo．tQnic　buffer　sol貝tion，
it　was　i皿possible　tQ　compare　the　metaboli．c　activity　of　N35　cells　with　that　of　NO5　cells　in　the　same
hypotonic　reaction　mikture　that　was　suitable　for　the　estimation　of　the　activity　o．f　N　O5　cells．　Therefore，
the　lower　activity　of　N35　eells　than　that　of　NO5　cells　might　n．ot　l〕e　a　substantial　di鉦erence　o．f　the
character　of　these　ceUs　themsel▽es，　but　it　should　be　considered　that　it　may　aris．e　frQ皿the　inihibitory
action　of　a　high　concentration　of　NaCI　in　the　r．eaction　mixture　used　for　the　test　of　activity　of　N　35　cells．
　　　6．From　ex．amination　of　e．lectron　Inicrographs　the　mechanism　of　acquiring　the　resistance　of　the　cell
me．mbrane　of　N　O5　cells母gainst　low　Qslholarity　could　not　be　elucidated　as　yet．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　2，1978　and　ac．cepted　June　6，1978）
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1　緒　　言
　細胞壁をもたない細菌の異常型（aberrant　form）と考え
られているL－formは親株の細菌と異なり，培地の滲透圧
に対して抵抗が弱く，低張な液の中では菌体の破壊される
ことが知られている1何5）．このために親株からのし－form
の誘導ならびに，分離されたL－formの増殖に用いられ
る培地には滲透圧を保持するために塩類の添加を必要とす
る．多くの例ではこの目的のために3％食塩を培地に添加
している．β型溶血を示すレンサ球菌のL－formの誘導の
方法については古くはSharpの報告6）があるが，それに
よるとし－formの誘導にはpenicillin　gradient法がL－
formの出現効率が良く，かつ分離が容易であるとされて
いるが，われわれもA群溶血レンサ球菌のL－formの分
離にあたってはSharpの方法6）にならって行い，良い結
果を得ている・
　しかし人為的なL－formの誘導ではなく，治療を目的
に投与された抗生物質などの作用によって生体内で自然に
L－forlnが出現した場合，　L－formの蛇体保持に必要な滲
透圧より低い生理的条件下では，はたして生存，発育が可
能かどうかが疑われていた．Streptococcus　pyogenesの
L－formの∫ηη∫’プ。の研究結果から，親株に証明される
種々の菌体外産生物質をはじめ，病原性と密接な関係があ
るとされている菌体成分であるM一蛋白の産生も証明され
ていることから7・8），生体内での病原性の存在も当然考えら
れるところである．しかしL－formの病原的意義を知るた
めの動物実験の報告ではし－formの菌体は滲透圧に対する
抵抗が弱く，生理的条件下で容易に菌体が破壊されるため，
その生体内での病原性についてはまだ明らかにされていな
い．したがってこの問題解決のためにし－formの塩要求株
から，生理的条件下で菌体が破壊されず，低滲透圧の環境
下でも発育するように適応させたし－form，すなわち塩非
要求性のL－formの誘導を試み，教室のMaekawa　and
Hayashi9）はStreptococcus　pyogenes　S　8株（group　A）
のし－formについて塩非要求株の分離に成功している．
このような目的で塩非要求株の分離については低張語中で
の抵抗性の程度の差はあるがLeon　and　Panos1。）および
Gilpin　and　Patterson11）も他の菌株について報告して
いる．
　著者はL－for皿の塩要求株と塩非要求株の比較を目的と
して，非病原性のレンサ球菌であるStreptococcus　lactis
の塩要求性L－formからMaekawa　and　Hayashiの報告9）
にしたがって，塩非要求株の分離培養に成功したので，今
回はこの両変異株について，特に乳酸産生能を指標として
代謝活性を比較し，さらに両者の形態の差異を電顕的に比
較した結果を報告する．
2　実験材料および実験方法
　2・1菌株：東大医科研より分与を受けたStreptoco－
ccus　lactis　7963株を用いてL－formを誘導分離した．菌
株の植え継ぎには血液斜面寒天培地を使用した．
　2・2　St．1actisのLfrom誘導と株化l　Sharpの方
法に準拠したPenicillin　gradient法でL－formを誘導し，
分離した．すなわちSt．　lactisのTodd　Hewitt　Brothの
37。C，20時間培養菌液の0．2　mZを予め用意されたし・form
分離用（後述）の平板寒天培地の全面にコンラージ棒を用い
て塗布する．このplateは直ちに培地辺縁よりに45×5mm
の大きさに寒天を切り取って溝を作る．この溝に少量の寒
天溶液を流し込み底部をおおい，さらに結晶Penicillin　G
ナトリウム溶液0．06m♂（120　u含有）を注入する．このよ
うにして準備されたPenicillin　gradient　plateを一枚ず
つ嫌気的に培養を行った12＞．嫌気的条件を作るのには，ピ
ロガール末と炭酸ナトリウム末の同量を混和した粉末4g
を薬包紙に包み，寒天平板シャーレと町中の空のシャーレ
の中に置ぎ上述の準備された培地のシャーレを，上から寒
天表面を下に向けて重ね，シャーレの辺縁接触部をビニー
ルテープで巻いて密封した．この状態で37℃，5日間培養
後，5～20倍で顕微鏡によりし－formのcolonyを観察し
た．出現部位はpenicillin濃度勾配により生じた発育阻止
部と発育部の丁度境界部に通常のco1Qnyの性状とは異
なり，表面穎粒状，辺縁不規則で培地内に侵入している
L－formの特異なcolonyをみることができた・そのL－
f・rm　colonyの存在する寒天部分を切り出し，　Penicillin
1，00Q　u／m♂を含有する軟寒天（O．1％）L－form用培地へ移
し，370Cで培養，2～3日間隔で植え継いだ・発育の状態に
より継代の間隔を短くし，37。C，20時間で明らかな濁りが
観察できるようになり，50代継代培養後Penicillinを含
まない培地に移しても親株への復帰は認められなかった．
また．この頃には，分離当初は必要であった牛血清を培地
から除いても発育には殆んど影響がなくなった．
　分離株化したSt．1actis　L－for皿（かりにN35と名付け
る）の継代保存には，3弩tryptic　soy　broth＋0．5傷yeast
extract十3．0弩NaCl（最終濃度3．5傷）の組成の塩要求性
L－fQrm培地を用いた．
　2・3塩要求性（3．5％NaC1）：L・form　CN　35）から塩鮎
要求性Lformの誘導＝上述のようにSt．　lactis　L－fom1
（N35）は，発育にosmotic　stabilizerとして3．5傷NaC1
を必要とし，一般の細菌培地では全く発育しない．このよ
うな塩要求性L－formの継代培養に際し，培地中のNaC1
濃度を3．5傷から徐々に減少させた培地を用いて継代馴化
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させ，最終0．5弩NaCl含有の普通培地に発育するL－form
（かりにNO5と名付ける）を分離した．この継代保存には，
N35　L－form用培地からNaCl　3傷を除いた他は同一組
成の培地を用いた．
　本実験の実施にあたり，N35，　N　O5の両L－formの継代
保存および実験のための培養温度は，St．　lactisの至適温
度300Cに変更した．
　2・4N35，　N　O5両Lfor皿の1arge　ce11sとsmall
cellsの分別：液体培地に培養した両L－formは遠心分
離法で1arge　cellsとsmall　cells　groupに分別し，実験
に供した．
　すなわち，全培養を3，500r．p．m．，10分間遠心して沈澱
する菌体をlarge　cellsとし，その上清をさらに10，000
r．P．m．，30分間遠心して沈澱する四体をsma11　cellsとし
た・細胞壁を有する菌体と異なり，遠心沈澱したL－form
三体は均一な浮遊液になりにくかったが，フラッシュミキ
サーまたは駒込ピペットの吸引，吹き出しに．より，できる
限り均一な浮遊液にし実験に供した．
　2・5乳酸産生またはブドウ糖消費測定の反応条件：St，
1actisおよびそのL－formであるN35，　N　O5の両L－form
の乳酸産生またはブドウ糖消費の測定は次の条件下で行っ
た．おのおののし－form培養の培地と同一濃度のNaCl添
加リン酸緩衝液（pH　7。2）で洗篠後，同一の緩衝液で浮遊液
を調製した．この菌液に0．1Mブドウ糖溶液を0．02，0．01
Mになるように添加し，30℃恒温槽中で反応させた．反
応の停止には，反応液と同量の20％TCA溶液を反応液
に加え，遠心沈澱で菌体を除去し，上清に存在する乳酸量
またはブドウ糖量を測定した．
　2・6　定量法＝乳酸の測定はBarker　and　Summerson
法13）に準拠した．ブドウ糖の測定には。－Toluidine法14一17）
に，蛋白量の測定はLowry法18）に従った．
　ブドウ糖および乳酸の測定数値は，すべて反応に用いら
れた菌体蛋白量当りの量で表現した・すなわちper　mg蛋
白量の比活性値を記載した．
　2・7　滲透圧の測定：試薬，培地などの滲透圧はOs－
mette　A型滲透圧計を用いて測定した・
　2・8pHの測定：試薬，培地などのpHの測定には
Beckman　Zeromatic　SS　3型を用いた．
　2・9電子顕微鏡写真の作製：N35，　N　O5の両L－form
の大小の細胞の電子顕微鏡用の材料は下記の方法で作製
した．
　L－fQrm菌体は，塩要求株は4箔NaC1液で，塩非要求
株は0．85％NaC1液で遠心洗潤し，おのおのの菌体を2傷
Gluturaldehyde溶液で4。C，60分前固定，さらに1弩
Osmic　acidで60分後固定を行い，エポン樹脂包埋して薄
切し，酢酸ウラニルおよび酢酸鉛で染色，電子顕微鏡写真
を撮影し観察した・
3　実験成績
　3・1レform　N　35（塩要求株）とし・for皿NO5（塩非
　　　要求株）の液状培地中での発育の比較
　L－form　N35，　NO5の発育を比較するにあたり，前者に
はYea t　extract加Tryptic　soy　broth培地に3％NaCl
を加え，後者にはNaClを加えない培地を用いた．
　おのおのの培養は30℃，10時間前培養したものを20％
の割合に接種し，30℃で11時間培養を行った．培養液を
Fig．1に示したように継時的に汲み出してKlett－Sum－
mersOI1光度計で濁度を，同時にpHメーターでその時の
pHを測定した．　N　35は培養後約3時間で最高濁度の85
KSR（Klette－Sulnmerson’s　reading）に至るのが観察さ
れた，一方NO5の発育は，N3判こ比べ著しく悪く，培養
5時間後に最高濁度30KSRを示すに過ぎなかった．最高
濁度の比較からNO5の発育はN35の発育の約1／3であ
った．
　 の発育曲線からわかるように，　NO5の発育は
最高濁度に達してから，明らかな濁度の減少がみられ，濁
度の減少傾向は30～60分続き，濁度が最高値の約1／2の15
KSRまで減少するのが観察され，その後はその値を維持
した．
　上述のL－formの発育に伴う培地のpHの変化は，図
にみられるように培養開始時のpHは，　N　35ではpH　6，6，
NO5ではpH6．7で培養時間の経過とともに漸次酸性に移
行し，それぞれの最終pHは5．7と5．5に達した．発育曲
線の上ではNO．5，N35の両者に明らかな差がみられたが，
聴農テ
100
80
60
40
20
0
叉
∫N35
　　　　　気NO50・GQくX脚D　5
PH
024681012　Timc　of　incubation（hr5）
70
6．0
50
Fig．1　Growth　curves　and　changes　in　pH　during
　　　　the　course　of　culture　of　N350rNO5in
　　　　broth　containing　suitable　concentration　of
　　　　NaCI　for　each　strain．
　Open　circle：turbidity．　Closed　circle＝pH．
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培地のpHの酸性化傾向は，両者ほぼ平行しており，ブド
ウ糖代謝に大ぎな差異があるとは考えられない．繰り返し
の実験結果でも，最終pHはN35よりNO5の方が常に
低く，Fig．1の実験の場合は。．2低い値を示した．
3・2Lfor瓜N35（塩要求株）とLform　N　O5（塩非要
　　求株）の発育可能な塩濃度と至適濃度の比較
　L－formのN35株とNO5株をそれぞれの培地に10時
間，前培養したものを予めNaC1が高濃度に含まれる培地
に20傷の割合に接種し，30。Cで培養して経時的に濁度の
変化をKSRで記録した．各々の培地の食塩濃度は，0．5，
0．9，1．3，1．7，2．1，2．3，2．7，2．9，3．5，3．9，4。7傷に調製した．
各種塩濃度の培地に発育した最高濁度でN35，　NO5の両
老を別々に比較した成績をFig．2，3に示した．　N　35株で
はNaCl濃度3．5傷，3．9％，4．7％含有培地内での発育には
差異が無く，最：高濁度65KSRであったが，　NaCl濃度
2．7％で明らかに発育が悪く，2．3傷ではさらに悪く濁度は
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Fig．2　Maximum　turbidities，　indicated　by
　　　　KSR，　of　culture　of　N　35　strain　i且
　　　　the　media　containing　various　con－
　　　　centrations　of　NaCl．
最：高時の半分であった・NaC1濃度1．5箔では全く発育が
みられなかった・このようにN35株ではNaCl濃度が
3．5％より高い培地では発育に対して特に悪い影響はみら
れないが，3．5傷より低い濃度では明らかに発育が悪く，
NaCl濃度の発育におよぼす影響は顕著であった．低張液
中での濁度の低下はL－formの細胞破壊による死滅のため
と思われる．
　NO5株の発育は，継代培養されている0．5％NaC1濃度
より高い0・9，1・3，1．7，2．1傷のNaCI濃度の培地での発育
がむしろ良かった・最高濁度を示したNaC11．3％の培地
の発育はNaC10．5傷含有培地の約2倍であった．培地の
NaC1濃度をさらに高めて2．9％とすると明らかに発育の
低下がみられ，それ以上の濃度では図示していないが極め
て悪く5KSR以下であった．
　以上の結果から発育の至適NaCl濃度は，　N　O5株では
1．3弩，N35株では3．5傷であった，
　ちなみに両L－formの親株であるSt．　lactisでは，培
地中のNaC1濃度0．5％と3．5％とでは，その発育に差が
みられなかった（Fig．4）．
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F且g．3　Maximum　turbidities，　indicated　by　KSR，　of
　　　　culture　of　N　O5　strain　in　the　media　con－
　　　　taining　various　concentrations　of　NaC1．
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Fig．4　Growth　curves　of　parent　strain　in
　　　　the　broth　containing　3．5％NaCI　or
　　　　O．5％NaCl．
Open　circle；0，5％NaCl．　Cユosed　circle二3，5％
NaCl．
　3・3N35株の低張液中におけるosmotic　shock
　Fig．5に示したようにNO5，　N　35両L－form細胞を，
NaClを0．5％および3．5％含む緩衝液に一定の濁度に揃
えて浮遊させ，濁度の経時的変化を観察した結果，NaClを
0．5％含む培地に継代培養されたNO5株をNaCl　O．5勿を
含有する緩衝液に浮遊させた場合，濁度の変化は80分で
数％の低下を示すのみであったが，NaCl　3．5駕含有緩衝
液中に浮遊させた場合、濁度は徐々に低下し，80分間で約
20％の減少を示した．
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　Fig．5　Eflect　of　low　osmolarity　on　N　35
　　　　　and　N　O5　cells．
Open　circle：NO5　s亡rain．　Closed　circle：N35
strai11，　Solid　line＝NaC10．5％buf「er．　Broken
line＝NaCl　35％　bufEer．
　一方N35株の細胞は外界の滲透圧の変化に非常に鋭敏
で，0．5％NaCl加緩衝液の低滲透圧の下で数分後に約50％
の濁度の急激な減少がみられた，以後30分目で徐々に減少
を続けながら80分の時点で70弩の濁度の減少を示した．
このような急激な濁度の低下は滲透圧による細胞破壊のた
めと思われる．
　3・4N35とNO5両Lformの乳酸産生能の比較
　（1）NaCl濃度0．5傷と3．5弩含有の反応液中での両L－
　　form株の1arge　cellsの乳酸産生量の差異；
　N35，　N　O5の各L－form　30。C，10時間培養細胞の3，500
r．p．n1．，10分間遠心沈澱細胞について比較した成績をFig．
6，7に示した・
　その結果NO5の場合はNaC1濃度0．5％，　N　35では
3．5％の反応条件下の方が高い乳酸産生値が得られた．
　単位蛋白量当りの比活性値をおのおのの最適条件で比較
すると，NO51agre　cellsはN351arge　cellsより明らか
に高い値を示し，約3倍強であった．
　（2）両L－formの0．5％～3．5％の間の各種塩濃度条件で
　　の乳酸産生能の比較＝
　NO5，　N　35両L－formをlarge　cellsとslnall　cellsの
2種に分け，乳酸産生能を比較検討した・
　実験は各L－formの細胞の一定浮遊液に一定量のブドウ
糖を基質として加え，30℃，60分後の乳酸産生量を比較し，
その結果をFig．8，9，10に示した．
　N351arge　cellsの場合は，　NaCI濃度の高い3．5傷で
最高値を示し，反応時のNaCl濃度の低下とともに乳酸産
生量は低下し，NaC1濃度3．0傷ですでに比活性値で1／2に
低下した．それ以下のNaCl濃度での乳酸産生低下はさほ
　L．acid
（μ91mg　prot）
20
10
0
0　　20　40　60　80min．
Fig．6　The　quantity　Qf　lactic　acid　produced
　　　　at　various　points　of　incubation　time
　　　　by　large　cells　of　N　35　in　2　dif［erellt
　　　　kinds　of　bufEer　containing　O．5％　　or
　　　　3．5％NaCl　using　glucose　as　a　substrate．
　Open　circle：3、5％NaCl．　Closed　circle＝
　0．5％NaC1．
　　L．acid
（μ9／mg　prot，）
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Fig。7　The　quantity　of　lactic　acid　produced　at
　　　　various　points　of　incubation　time　by
　　　　large　cells　of　NO5　in　2　dif［erent　kinds
　　　　Qf　bufEer　containing　O．5％or　3．5％NaCl
　　　　using　91ucose　as　a　substrate．
ど著しくなく，3．0駕時の比活性値とほぼ同一のレベルが
保たれた（Fig．8）．　N　35　small　cellsの各種塩濃度におけ
る比較実験は，細胞の収量の低いのに加え，細胞浮遊液の
作製段階で実験3に示したosmotic　shockのために細胞
が破壊されてしまい測定でぎなかった・
　NO5を大小の細胞に分け，それぞれの各種NaCl濃度
での乳酸産生量を測定し，30。C，60分の比活性値を比較す
るとFig．8，10に示したように，発育に適当な範囲の塩濃
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Fig．8　MetabQlic　activities　of　large　cells　of
　　　　N35　in　the　phosphate　buf［ers　contain－
　　　　ing　various　concentrations　of　NaC1．
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Metabolic　activities　of　small　cells　of
NO5　in　the　phosphate　buffers　contain－
ing　various　concentrations　of　NaC1．
Table　l　Coγゆα7ゴ∫oπろ8伽ε8π‘ん6”z6オαうoZゼ。
　　　　　α6蜘勿（ゾz砺960θ〃∫α雇漉α彦げ
　　　　　∫醒α〃6θZ♂∫切取80α58ρブN350r
　　　　　NO5∫’7・αガπ
N35
NO5
S．cel1
59±14
114±18
L．ce11
38±12
74±24
　　　　0　 　　α5　　　1．0　　　1．5　　2．0　　25　　　3．0　　35
　　　　　　　　　NaCl　conc¢ntration（・Z．）
Fig．9　Metabolic　activities　of　large　cells　of　N　O5
　　　　in　the　phosphate　bu任ers　containing　var－
　　　　ious　concentrations　of　NaCL
度で明らかに高い値を示した．large　cellsとsmall　cells
との間には，最高値を示すNaCl濃度に差がみられ，前
者はNaC10．5瑠で最高値を示し，　NaCl濃度の増加ととも
に乳酸産生量は漸減した．一方後者ではNaC1濃度0．5％
の条件下より1．0％で最高値を示した・この差異の原因に
ついては目下検索中である・
　NO5の大小の細胞の比較でいえることは，各塩濃度全体
を通じてsmall　cellsの比活性値が高く，またsmall　cells
の場合は塩濃度の差異，すなわち滲透圧増加による比活性
の低下は1arge　cellsの場合より小さかったことである．
　以上の実験成績から，NO5，　N35の両L－formの大小の
細胞の乳酸産生量をそれぞれのし－formの継代培養に用い
るNaC1濃度の条件で比較した結果をTable　1に総括的
に表わした．すなわち乳酸産生能は，ユarge　eellsよりsmall
cellsの方が高く，またN35（塩要求株）よりNO5（塩海
L．acid（μ9／mg　Prot）
要求株）の方が高いという結果が得られた．
　3・5N35，　N　O5両L’formの親株であるStrepto’
　　　cOCCUs　lactisの各種塩濃度の条件下での乳酸産生
　 　能の検討
　先の実験で示したようにSt．　lactisの増殖はNaCl濃度
0．5％と3．5％の濃度差による差異はみられなかったが，
NaC1濃度0．5傷から最終3．5％まで0．5駕間隔の反応条件
下での乳酸産生能を比較してみると，St．1actisの前培養
のNaCl濃度を，0．5％と3．5％の2種にして培養した菌体
を用い，各NaC1濃度を異にした反応条件で検討した成績
では，St．1actisの前培養時のNaC1濃度に関係なく，反
応時のNaCl濃度0．5％の条件での乳酸産生値が最も高
く，NaCl濃度の増加とともに乳酸産生値は低下した．す
なわち，NaCl　O．5努の条件下で最高の比活性値258μgが
証明されたが，3．5％の条件下では約1／2に低下し，130μg
であった（Fig．11）・このようにparent　strainの比活性値
はL－formの場合の最も高い比活性値の約2倍であった．
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（μ9／mg　prot．）
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Table　2　Tん8フηθαη漉α辮ε妙∫げ♂α7＝9’808♂」5
　　　　　απ4痂α彦げ5ノπα♂♂‘01♂5フπ8α5％プ84
　　　　　0η8♂θ6彦roη痂ごプ09Z⑫乃5勿漉θごα56
　　　　　げN350プNO55∫筋π
NO5
N35
Fig・11
L．ce112795．2±1301．2（nm）
S．cell　2192．8±686．7
L．ce11　1988．0±674．7
S．cell　1409．6±433．7
　α5　　　to　　　15　　　2，0　　　2」5　　ao　　　3．5
　　　　Naαconc¢ntra輔on（ツ．）
Metabolic　activities　of　St，　lactis（pa－
rent　strain）in　the　phosphate　buffers
containing　various　concentrations　of
NaCl．
　3・6　N35（塩要求株）とNO5（前非要求株）L・formの
　　　大小の細胞の電顕的観察
　30℃，10時間培養N35，　N　O5両L－formをそれぞれ遠
心沈澱で大小の細胞に分別し，超薄切片を作製して電顕的
に形態を観察した・各種の細胞の形態の数例をPhoto　1，
2，3，4に示した．
　N35，NO5共に細胞膜で被われた楕円形から円形の，大
小様々な大ぎさの細胞から成っているが，N35のL－form
には周囲がsmoothな円形の細胞の多いのに比し，　NO5の
し－formには形態のirregularityの多い細胞が多数みら
れた．
　また，細胞内に存在する中等度のelectron　denseの穎
粒がN35ではcompactなのに比しNO5ではやや粗ぞ
うであり，どちらの細胞にも細胞内にelectron　denseな
粒子が一つの細胞中に数個ずつ細胞膜に接近して散在して
いる．この粒子はN35，NO5のいずれにも認められるが，
大小の細胞を問わずNO5の方にやや多いように思われる．
このような電顕写真からは膜構造の検討までは不可能であ
るので，塩非要求株の滲透圧に対する抵抗性の増加の原因
を形態的に追究することはできなかった．
　また電子顕微鏡写真の像から，それぞれのし－formの大
小の細胞の大きさを測定して比較するために，密着プリン
ト上で無作意に300個ずつの細胞の長径と短径を測定し，
その平均値を細胞の大きさの表現の目安とした．このよう
にして測定した・各細胞の大きさの平均値をTable　2に示
した．この結果NO5（塩非要求株）L－formが，　N　35（塩要
求株）L－for・nよりやや大きい値を示した．
　細胞の大きさの平均値を大きな順から列記するとNO5
のlarge　cells，　N　O5のsmall　cells，　N　35のlarge　cells，
N35のsmall　cellsの順序であった・
4　考　　按
　細菌の親株からL－formを誘導する際にも，また誘導さ
れたし－formを植え継ぐ際にも血清および高濃度の食塩を
必要とするが，そのL－formを漸次食塩濃度の低い培地に
継代培養して行くと同時に血清も除いた培地に馴化させ，
遂には食塩濃度0．5％のordinary　brothだけで発育する
L－formの得られることは教室のMaekawa　and　Hayashi
のStreptococcus　pygenes　S　8株を用いて行った報告9）が
あり，またClasener　6‘磁19）やFernandes　and　Panos20＞
もStreptococcus　pyogenesで，　Gilpin　and　Patterson11）
はB．subtilisでL－fQrmの塩詰要求株の誘導分離を報告
している．しかしながら，本来の塩要求性のL－formと塩
非要求性のL－for皿の性状の比較研究はあまりなされてい
ない．著者はSt．　lactisを用いてL－formを誘導し，さ
らにその株から塩非要求株を誘導して両者の代謝活性，形
態の差異をしらべた．
　液体培地中での発育の程度を濁度によって比較すると，
塩非要求株は塩要求株よりはるかに低いことは，どの菌株
についても共通していえるようである・すなわち分裂増殖
能は塩非要求株になると低下するという結果である．しか
しながら，静止菌を用い，ブドウ糖を基質として単位蛋白
量当りの乳酸産生能を測定した比活性で比較すると，塩非
要求株の方が高値を示す．ただしこの実験で問題となるこ
とは両者を全く同一の条件で比較することが不可能である
ということである．すなわち，塩要求株の菌体は低張の液
に浮遊させると菌体が破壊されてしまうため，塩非要求株
と同様の0．5％NaCI含有の菌体浮遊液を用いて実験する
ことが不可能であるから高張食塩水に浮遊させて実験を行
わざるを得ない．種々の塩濃度で塩非要求株（NO5）につ
いて比活性を測定した場合，1arge　cellsでは0．596の時が，
small　cellsでは1．0％の時が最高でそれ以上塩濃度を高
くすると比活性が低下する・塩鱒要求株の場合は菌体を浮
遊させる液の食塩濃度を3．5％まで上げても菌体の破壊は
おきないので，この条件で比較すれば比活性は塩要求株の
方が高い，この結果から塩要求株の比活性が低いのは，浮
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Fig．12　Effect　of　NaCl　and　ethylene　glycol　on
　　　　glycolysis　by　St．　lactis　（parent　strain）・
遊液の高い食塩濃度による酵素活性の阻害と考えられる・
したがってこの両菌株の本質的な比活性の比較はこの実験
では不可能である・
　しかしながらこのことを裏付ける実験として著者は滲透
圧を保持するために食塩に代えてEthylene　glyco1を用
い，親株のSt．　lactisの菌体を用いて，乳酸産生量の代りに
ブドウ糖消費量を測定した実験結果ではEthylene　glycol
の濃度を上げて食塩3．5瑠と同じ・sm・1arityにしても代
謝活性の阻害は認められないが，食塩を用いた場合は3．5％
のときの代謝活性はα5％のときのそれよりはるかに低い
という結果が得られた（Fig．12）・
　L－formの菌体は塩要求株でも塩非要求株でも，その無体
の大ぎさは大小不同であり，その最小単位粒子というもの
の確認はまだしていないが，本実験においては一応大きく
3，500r．p．m．，10分で沈澱する菌体と，さらに10，000　r．p．皿．，
30分で沈澱する菌体とに分けて，前者を1arge　cells，後者
をs皿all　cellsとして実験を試みた．ここでsmall　cells
の単位蛋白：量当りの乳酸産生の比活性がlarge　cellsより
高いという結果を得たのは，電顕像から平均的に測定した
菌体の直径からみて，菌体単位蛋白：量当りの表面積の総和
．の大きさが比活性の大小を左右していると考えられる結果
が得られた．
5　結　　語
　1．St．　lactisのL－forInの塩要求株N35と塩非要求
株NO5とを比較すると至適塩濃度の培地中での発育は全
培養の濁度で比較して，N35の最高濁度はNO5のそれの
約3倍に達しその濁度を長く保持するが，NO5は最高濁度
に達してから比較的速やかに低下する傾向がある．
　2．N35株，NO5株の細胞をさらに分画遠心沈澱法で
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1arge　cellsとsmall　cellsに分けて，その静止菌体を用い
て，それぞれの至適な食塩濃度条件の反応液中で，ブドウ
糖を基質としての乳酸産生能を指標として代謝活性を比較
した結果，その比活性はNO5　small　cellsが最：も高く，
NO51arge　cells，　N　35　small　cellsの順に低くなり，N35
1arge　cellsが最も低かった．
　3．この代謝活性の差異は全く同じ条件で反応させた比
較ではないので，それぞれの細胞の本質的な差異とはいい
難い．N35株の活性の低いのは高濃度食塩による酵素活
性の阻害といえる．またN35，　N　O5いずれもsmall　cells
の方がlarge　cellsよりも活性が高かったのは，超薄切片
による電顕像観察で得られた細胞の大きさの比較の成績か
らみても，small　cellsの方が単位蛋白量当りの細胞表面積
の総和が大ぎいこともその原因の一つとみなされる．
　4．この研究で行った電顕的観察では細胞の膜構造の解
析まではできないので，形態的にNO5の細胞の低張環境
に対する抵抗と膜構造の変化とを結びつけることは不可能
である．
謝 辞
　稿を終えるにあたり，電子顕微鏡の標本作製および写真
撮影に多大の御協力をいただいた北大低温科学研究所医学
部門の根井外喜男教授，藤川清三助手に深く謝意を表し
ます．
　さらに実験にあたり種々有効な助言をいただいた札幌医
科大学微生物学教室　前川静枝，牧野利一両助教授に深謝
いたします．
　（本論文の要旨は，第44回日本細菌学会北海道地方会に
おいて発表した）．
文 献
1．McGee，　Z．　A．，　Wittler，　R．　G．　and　Charache，　P．：
　Wall－defective　microbial　variants．：Terminology
　and　experimental　design．　J．　Inf．　Dis．123，433－
　438　（1971）．
2．Panos，　C．，　Hynes，　L．　M．　and　Cohne，　M．：On
　RNA　composition　and　growth　rate　of　a　strepto－
　coccus　and　derived　stable　L－form．　Bioch．　Bioph．
　Res．　Comm．19，62－66（1965）．
3．Panos，　C．　and　Parunak，　H．　V．＝Ef［ect　of　pH　and
　temperature　on　structural　integrity　of　an　L－form
　of　Streptococcus　pyogenes．　Nature　205，723－724
　（1965）．
4．Charache，　P．：Cell　wa1レdefective　bacterial　var－
　iants　in　human　disease．　Ann．　N．　Y．　Acad　Sci．
　174，903－911　（1970）．
626
5．
6．
7．
8、
9．
三．浦 Streptococcus　lactisのL－formの研究
　　　　　　　　　　　　　group　　hemolytic　streptococcl
　　　requiring　high　os卑olarity．　Jap．∫．　Microb．17，
　　　228－229　（1973）．
！0．Le．on，　O．　and　Panos，　C．　l　Adaptation　of　an　Qsmo－
　　　tica11y　fragile　L－form　of　StreptQcoccus　pyogenes
　　　to　physiQIogical　o．s．mQtic　condi．tions　and　its　ability
　　　to　de．stroy　human　heart　cells　in　tissue　culture．
　　　Infect．　Imm．13，252－262（197．6）．
11．Gilpin，　R．　W．　and　Patters．on，．S．　K．；Adaptation
　　　of　a　stable　L－form　of　Bacillus　subtilis　to　minimal
　　　salts　medium　without　osmotic　stabilizer．　J．　Bact．
　　　125，845－849　（1976）．
12．Fortner，　J．＝　Ein　ei．nfaches　Plattenverfahren　zur
　　　Z廿chtung　strenger　Ana琶robier（ana登robe　Bazillen
　　　－filtrierbare　ana芭robe　Bakterien－　Spirochaeta
Bibe1，　D．　J．　and　Lawson，　J．　W．＝MQrpholQgy
and　viabili亡y　of　large　b．・dies　of　s亡reptococca1　L－
form．　Infect．　Im加．12，919－930（1975）．
Sharp，　J．　T．：Lcolonies　fro皿hemQlytic　strepto－
cQcci＝New　Technic　in　the　study　of　L．一form　of
bac亡eria．　Proc．　Exp．　Bio1．　Med．87，94－97（1954）．
Freilher，　E．　H．，　Ktause，　R．　M．　and　McCarty，　M．：
Studies　ofレforms　and　protoplasts　of　group　A
streptococci．1．　Isolation，　gro．wth，　and　bacteri－
o．logic　characteristi．cs．」．　Exp．　Med．110，853－873
（1959）．
Sharp，　J．　T．，　Hijmans，　W．　and　Dienes，　L．：Ex－
amination　of　the　L　forms　of　group　A　streptococci
for　the　group－speci且。　polysaccharide∫．　Exp．　Med．
105，153－159　（1957）．
Maekawa，　S．　and　Hayashi，　T．　T．　A．：L－phase
va int f　A　 ’not
13．
14．
15．
16．
17．
18．
19．
20．
札幌医誌1978
pallida）．　ZbL　Bakt．108，155－159（1928）．
Barker，　S．　B．　and　S．ummers◎n，　W．　H．：The
colorimetric　determination　of　Lactic　acid　in　bi－
ological　rnateriaL　J．　BioL　Chem．138，535－554
（1．941）．
Hul亡man，　E．：Rapid　spec鍛。　method　for　deむer－
mination　of　aldosaccharides　in　body且uids．　Na－
ure　183，108－109（1959）。
Hyvarinen，　A．　and　Nikkila，　E．　A．　l　Speci丘。　der
亡erminadon　of　blo．od　glucose　wi亡h　o－Toluidine．
Clin．　Chi．m．　Act．7，140－143（1962）．
Dubowski，　K．　M．＝An　Q－Toluidine　method　for．
body－Huid　glu o．se　determination．　Clin．　Chem．8，
2エ5－235　（1962）．
佐々木禎一＝o－Toluidi灯eを用いる血糖の簡易定量法
一特に。－TQIuidine棚酸法を中心として一．臨床病
理，臨時増刊特集，15，45－54（1968）．
Lowry，0．　Hl．，　Rosebrou喜h，　N　J，，　Farr，　A．　L　aロd
Randa11，　R．　J．：Protein　measurement　with　the
foli pheRol　reagent．　∫．　Bio1．　Che皿．193，265－
275　（ユ951）．
Clasener，　H．　A．　L．，　Ensering，　H．　L．　and　Hij血ans，
W．；P rsis ence　in　mice　of　the　L－phase　of　three
streptococcal　strains　adapted　to　physiological
osmo ic　cQnditions．　J．　Gen　Microb．62，195－202
（1970）．
Fernandes，　P．　B．　and　Panos，　C．＝　Pers．istence，
pathogenesis，　and　morphology　o．f　an　L－form　of
Streptococc s　pyogenes　adapted　tQ　physiological
isotonic　conditiQns　when　i且immunosuppressed
tnice．　Infect．　Imm、14，1228－1240（1976）．
1
Explanatio皿of　Photograph
Photo　1
Photo　2
Photo　3
Photo　4
Thin　section　of　small　cells　of　NO5．
Thin　section　of　large　cells　Qf　NO5．
Thin　section　of　small　cells　of　N35．
Thin　section　of　large　cells　of　N　35．
47（6） 三浦一Streptocqccus　lactisの．　L－for皿の研究
Photo　1
Photo　3
627
’1I＝・
．懸．聖樽寧．・．＿．
Photo　Z
Photo　4
灘
